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RESUMO 

 

Leishmania amazonensis é um dos principais agentes etiológicos em um amplo espectro de 

formas clínicas da Leishmaniose Tegumentar Americana. De modo geral, a resistência frente 

às leishmanioses decorre do desenvolvimento de uma resposta imune celular eficiente, porém 

muitos estudos têm demonstrado que citocinas específicas ou combinações de citocinas 

podem ser fatores de resistência ou suscetibilidade à infecção por L. amazonensis. Estudos 

recentes sugerem a participação das células de Langerhans (LCs) nas resposta anti-

Leishmania, porém os mecanismos envolvidos durante esta interação são ainda pouco 

estudados. Objetivos: Estudar o papel do TNF-α e anti-CD40 nas interações in vitro entre as 

LCs e L. amazonensis, observando o perfil de citocinas produzidas e a expressão de moléculas 

de superfície, bem como verificar a capacidade destas células em ativar a produção de IFN-γ e 

IL-4 por células do linfonodo. Metodologia: As LCs foram isoladas da epiderme de 

camundongos BALB/c e incubadas com promastigotas de L. amazonensis, TNF-α e/ou anti-

CD40. Após 24h, as LCs foram co-cultivadas com células obtidas de linfonodos por 72h. As 

citocinas IL-6, IL-12, IFN-γ e IL-4 foram dosadas por ensaio imunoenzimático (ELISA) e as 

moléculas de superfície foram analisadas por citometria de fluxo. Resultados: Os níveis de IL-

6 e IL-12p70 produzidos pela LCs foram significativamente reduzidos após interação com L. 

amazonensis, mesmo após o tratamento das LCs com TNF-α ou anti-CD40. Em relação às 

moléculas de superfície, não houve diferença na expressão de CD207 em nenhum dos grupos, 

porém a presença de L. amazonensis promoveu uma redução significativa na expressão de 

CD40 nas LCs tratadas com TNF-α ou anti-CD40, e aumentou a expressão de CD86 em todos 

os grupos.  Na presença de L. amazonensis, as células do linfonodo apresentaram uma 

produção diminuída de IFN-γ e não houve alteração na produção de IL-4. Quando co-

cultivadas com LCs estimuladas previamente com L. amazonensis, a produção de IFN-γ 

também foi reduzida, mesmo na presença dos estímulos TNF-α e/ou anti-CD40. Não foram 

observadas alterações significativas na produção de IL-4 pelas células do linfonodo co-

cultivadas nas mesmas condições experimentais. Conclusão: L. (L.) amazonensis exerce um 

efeito imunomodulador sobre a resposta imune mediada por LCs, inibindo a produção de IL-6 

e IL-12p70 e expressão de CD40, além de impedir a ativação da produção de IFN-γ por 

células do linfonodo co-cultivadas com LCs, mesmo após tratamento com TNF-α e anticorpo 

anti-CD40. 

 

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, células de Langerhans, citocinas. 
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ABSTRACT 

 

Leishmania amazonensis is one of the agents in a wide spectrum of clinical forms of 

cutaneous leishmaniasis. In general, the resistance against leishmaniasis depends on the 

development of an efficient immune response, however many studies have demonstrated that 

specific cytokines or combinations of cytokines may be factors of resistance or susceptibility 

to infection by L. amazonensis. Recent studies suggest the involvement of Langerhans cells 

(LCs) in the anti-Leishmania response, but the mechanisms involved in this interaction are 

still poorly understood. In this study, we investigated the role of TNF-α and anti-CD40 in L. 

amazonensis interaction with LCs in vitro, showing de profile of cytokines produced and the 

expression of surface molecules, besides verifing their abilities to activate the production of 

IFN-γ e IL-4 by lymph node cells. Methods: Fresh immature LCs, highly purified from 

BALB/c mouse skin, were incubated with L. amazonensis promastigotes, TNF-α and/or anti-

CD40 mAb. After 24 h, LCs were co-cultured with lymph nodes cells of BALB/c mice for 

additional 72h. Culture supernatants were tested for IL-6, IL-12p70, IFN-γ and IL-4 by 

ELISA, while surface molecules were analyzed by FACS. Results: The levels of IL-6 and IL-

12p70 produced by LCs were significantly reduced after interaction with L. amazonensis, 

even after treatment of LCs with TNF-α or anti-CD40. Regarding surface molecules, there 

was no difference in the expression of CD207 in both groups, but the presence of L. 

amazonensis promoted a significant reduction in the expression of CD40 on LCs treated with 

TNF-α or anti-CD40, and increased expression CD86 in all groups. Lymph node cells showed 

a decreased production of IFN-γ in the presence of L. amazonensis and no change in IL-4. 

When co-cultured with LCs previously stimulated with L. amazonensis, the production of 

IFN-γ was also reduced, even in the presence of TNF-α and/or anti-CD40. No significant 

changes were observed in IL-4 by lymph cells co-cultured under the same experimental 

conditions. Conclusion: L. (L.) amazonensis exert an immunomodulatory effect on the 

immune response mediated by LCs by: 1) inhibiting the production of IL-6 and IL-12p70; 2) 

decreasing CD40 expression and; 3) preventing the activation of IFN-γ production by lymph 

node cells co-cultured with LCs, even after treatment with TNF-α and anti-CD40 antibody. 

 

Key-word: Leishmania amazonensis, Langerhans cells, cytokines. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Leishmaniose Tegumentar Americana 

 

A Leishmaniose Cutânea ou Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma 

doença infecciosa, não contagiosa, de evolução crônica, causada por diferentes espécies de 

parasitas, caracterizada principalmente pelo comprometimento do tecido cutâneo e, 

secundariamente, dependendo da espécie de Leishmania e de fatores imunológicos do 

hospedeiro, por lesão do tecido mucoso e nasobucofaríngeo. É uma doença considerada 

polimorfa, devido à grande variedade dos tipos de lesões que podem se manifestar na pele. 

Entretanto, a úlcera leishmaniótica representa, sem dúvida, a manifestação cutânea mais 

comum da doença, representando as seguintes características: contornos circulares, bordas 

salientes e infiltradas, fundo com granulação grosseira avermelhada e com discreto exsudato 

(SILVEIRA et al., 1997). 

 

O gênero Leishmania compreende atualmente cerca de 30 espécies conhecidas, das 

quais 21 causam Leishmaniose cutânea em humanos (LAINSON, 1997). No Velho Mundo, 

entre as principais espécies cutâneas destaca-se a Leishmania (Leishmania) major, e seus 

principais vetores são insetos do gênero Phlebotomus (WHO, 2010). No Novo Mundo, entre 

as principais espécies cutâneas destacam-se a Leishmania (Viannia) braziliensis e a 

Leishmania (L.) amazonensis cujos vetores são diferentes espécies do gênero Lutzomyia. No 

Brasil são reconhecidas até o presente momento sete espécies causadoras de LTA: L. (L.) 

amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi, L. (V.) 

naiffi e L. (V.) lindenbergi (LAINSON, 1997; WHO, 2010), as quais têm assegurado a 

ocorrência de casos em todo o território nacional (BRASIL, 2009). L. (L.) amazonensis e L. 

(V.) braziliensis são as espécies cutâneas de maior interesse médico no Brasil, devido à 

gravidade e alta incidência, respectivamente. 

 

Clinicamente, a Leishmaniose cutânea apresenta um amplo espectro de formas, 

classificando-se em: Leishmaniose cutânea localizada, Leishmaniose cutâneo-mucosa, 

Leishmaniose cutânea difusa anérgica e Leishmaniose cutânea disseminada borderline 

(SILVEIRA et al., 2004). No caso das lesões cutâneas, o agente etiológico pode ser qualquer 
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espécie do subgênero Leishmania ou Viannia, havendo variação na natureza da lesão 

conforme o agente etiológico (Figuras 1A e 1B).  

 

L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis são responsáveis por quadros graves e muito 

resistentes ao tratamento (REITHINGER et al., 2007). L. (V.) braziliensis está associada à 

forma cutâneo-mucosa, com lesões primárias únicas de grandes dimensões, ulceradas, que 

podem evoluir para a cura espontânea. Entretanto, em parte dos casos, anos após a infecção 

primária podem surgir lesões mucosas, em geral nasofaríngeas, destrutivas e mutilantes 

(Figura 1C). A infecção por L. (L.) amazonensis está associada à leishmaniose cutânea difusa 

(Figura 1D), com uma lesão cutânea papular primária e várias lesões satélites desenvolvendo-

se ao redor desta. Formas amastigotas do parasita se disseminam produzindo nódulos 

cutâneos múltiplos na face e extremidades do corpo (LAINSON & SHAW, 1987). Esta 

doença é encontrada principalmente em áreas de floresta amazônica e a infecção por este 

parasito vem se tornando cada vez mais frequente pela crescente ocupação desta região 

(CAMUSET et al., 2007). A Leishmaniose cutânea disseminada boderline apresenta quadro 

clínico semelhante à forma anérgica, com presença de lesões nodulares e placas infiltradas, 

geralmente em extremidades, sendo classificada como intermediária aos pólos imunológicos 

hiper e hipoérgicos (SILVEIRA et al. 2005). 

 

 
 

Figura 1. Formas clínicas da Leishmaniose cutânea. (A) Leishmaniose cutânea localizada causada por L. (V.) 

braziliensis com lesão ulcerada apresentando infiltração moderada; (B) Leishmaniose cutânea localizada causada 

por L. (L.) amazonensis com lesão ulcerada apresentando densa infiltração; (C) Leishmaniose cutâneo-mucosa 

causada por L. (V.) braziliensis com comprometimento da mucosa nasal e tecidos adjacentes; (D) Leishmaniose 

cutânea difusa causada por L. (L.) amazonensis com lesões nodulares. (Fonte: adaptado de SILVEIRA et al., 

2004) 
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 Os parasitos são transmitidos aos hospedeiros mamíferos, inclusive ao homem, pela 

picada de mosquitos, que realizam previamente repasto sanguíneo em um reservatório 

infectado (RYAN et al., 1987). Os insetos são fêmeas hematófagas de diversas espécies 

conhecidas genericamente como flebotomíneos, pertencentes à ordem Díptera, família 

Psychodidae, subfamília Phlebotominae, subgêneros Nyssomyia e Psychodopygus 

pertencentes a várias espécies e diferentes gêneros, dependendo da localização geográfica. 

 

A LTA é considerada originalmente uma zoonose, porém nas últimas décadas 

observa-se mudanças no perfil epidemiológico e atualmente ela pode ser detectada tanto no 

ambiente silvestre quanto peri-urbano (LAINSON & SHAW, 1987). Os flebotomíneos 

apresentam hábitos noturnos e são encontrados em tocas de animais, currais, chiqueiros, 

podendo invadir residências e abrigam-se em locais mais escuros. Com a destruição das matas 

nativas, os hábitats naturais destes insetos foram alterados. Desse modo, as espécies que de 

alguma forma resistem às condições adversas conseguem explorar novos ambientes, 

aproximando-se cada vez mais do peri-domicílio (LAINSON & SHAW, 1998). 

 

Na Amazônia é encontrada uma ampla cadeia de focos geograficamente diferentes e 

uma diversidade de reservatórios mamíferos e espécies de vetores. Dentre as espécies 

registradas como reservatórios de Leishmania estão alguns marsupiais, roedores, desdentados, 

procionídeos, canídeos e primatas. É possível observar que em muitas localidades, mais de 

uma espécie pode parasitar um mesmo hospedeiro animal e vetores, assim como pode 

compartilhar este hospedeiro com outros patógenos (LAINSON, 1985; LAINSON et al., 

1992). 

  

 Os agentes etiológicos da doença são protozoários da ordem Kinetoplastida, da família 

Tripanosamatidae e gênero Leishmania. Apresenta-se sob duas formas: uma flagelada 

(promastigota) e outra aflagelada (amastigota) (Figura 2). A forma promastigota (14 a 20 µm 

de comprimento e 1,5 a 4 µm de largura) vive na luz do tubo digestório do hospedeiro 

invertebrado, possui corpo celular longo com núcleo situado na sua porção mediana. O 

cinetoplasto é uma organela rica em DNA mitocondrial e está localizado próximo à 

extremidade anterior, por onde sai o flagelo longo e muito móvel. As formas promastigotas 

dividem-se por divisão binária simples e os parasitos permanecem agrupados, formando 

aglomerados com aspecto de rosáceas, em geral aderidos à parede do intestino do inseto. A 

forma amastigota (cerca de 2 a 6 µm de comprimento e 1,5 a 3 µm de largura) é a forma 
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intracelular encontrada no hospedeiro vertebrado. O corpo celular é ovóide, achatado, com 

pouco citoplasma e o núcleo é redondo, relativamente grande e excêntrico. O cinetoplasto é 

bem visível e localizado próximo ao núcleo (SACKS & KAMHAWI, 2001). 

 

 

 

Figura 2. Formas evolutivas dos parasitas do gênero Leishmania. (A) Forma promastigota, que é flagelada, 

extracelular e apresenta corpo alongado; (B) morfologia ultraestrutural da forma promastigota mostrando o 

núcleo e organelas intracelulares; (C) formas amastigotas no interior de vacúolos parasitóforos; e (D) morfologia 

ultraestrutural da forma amastigota no interior de um vacúolo celular (Fontes: adaptado de BLUT et al., 2009; 

MARINHO et al., 2014; RAMOS et al., 2014; REIMÃO et al., 2014). 

 

 

 Ao realizarem o repasto sanguíneo sobre o hospedeiro vertebrado, os insetos dilaceram 

os tecidos superficiais da derme, levando à formação de pequenos “pools” hemorrágicos, 

onde depositam sua saliva, rica em componentes que auxiliarão na sua alimentação, como 

anticoagulantes e vasodilatadores. Ao se alimentar sobre um hospedeiro infectado, o inseto 
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pode ingerir células parasitadas, contendo formas amastigotas. Uma vez no interior do tubo 

digestivo do inseto, estas se diferenciam em formas promastigotas e se diferenciam por 

divisão binária. Com o declínio da concentração de nutrientes disponíveis, os parasitos se 

diferenciam em formas metacíclicas, infectantes para o hospedeiro vertebrado, e migram para 

as partes anteriores do aparelho bucal dos insetos. Ao realizar seu próximo repasto sanguíneo, 

o inseto inocula no hospedeiro não apenas sua saliva, mas também essas formas 

promastigotas metacíclicas, que são fagocitadas e, uma vez no interior dos macrófagos do 

hospedeiro, se diferenciam novamente em amastigotas, reiniciando o ciclo de transmissão 

(Figura 3) (DE ALMEIDA et al., 2003; AWASTHI et al., 2004; LIESE et al., 2008). 

 

 

Figura 3. Ciclo biológico do parasita do gênero Leishmania. (1) Promastigotas metacíclicas são transmitidas 

ao hospedeiro após picada de fêmeas do vetor; (2) formas promastigotas metacíclicas são fagocitadas por 

macrófagos do hospedeiro mamífero; (3) no interior dos macrófagos, as formas promastigotas diferenciam-se em 

amastigotas; (4) as amastigotas iniciam os processos de reprodução por divisão binária e desenvolvimento 

celular; (5) as fêmeas do vetor realizam o repasto sanguíneo; (6) e macrófagos infectados são ingeridos por 

fêmeas do vetor ; (7) no intestino do vetor, as formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas procíclicas 

não-infectivas; (8) e posteriormente diferenciam-se em formas promastigotas metacíclicas, que migram para a 

porção anterior do intestino do vetor (Fonte: http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html, com 

modificações). 
 

 

Fagocitose de promastigotas 
por macrófagos 

Hospedeiro Vertebrado Hospedeiro Invertebrado 
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A Leishmania na forma amastigota quando internalizada reside em fagossomos que 

sofrem maturação e fusão com organelas endocíticas formando o vacúolo parasitóforo que 

morfologicamente é diferente dependendo da espécie da Leishmania. Por exemplo, nas 

espécies L. (L.) amazonensis ou L. (L.) mexicana as formas amastigotas residem em um único 

vacúolo grande, enquanto que nas espécies L. (L.) major observam-se vários vacúolos 

pequenos por células, cada um contendo apenas um ou alguns poucos parasitas (SOLBACH 

& LASKAY, 2000). As amastigotas sobrevivem neste local e reproduzem-se por divisão 

binária, aumentando o número de parasitas no interior do macrófago até que ocorra a ruptura 

da membrana vacuolar e plasmática, liberando as formas amastigotas para o meio 

extracelular. Além dos macrófagos, outras células podem ser parasitadas, como neutrófilos e 

células dendríticas, mas não possuem capacidade potencial de eliminar o parasita e podem 

servir, portanto, de locais de sua sobrevivência (RITTING & BOGDAN, 2000). 

 

1.2. Resposta imune ao parasito 

 

Como mencionado anteriormente, diferentes formas clínicas de leishmaniose cutânea 

podem ser encontradas em humanos, variando com a espécie do parasita e a resposta imune 

do hospedeiro, resultando em um espectro de manifestações clínicas, histopatológicas e 

imunológicas na LTA. Os casos humanos de leishmaniose cutânea localizada (LCL) causada 

tanto por L. amazonensis quanto por L. braziliensis, assumem uma posição central no espectro 

da doença e mostram boa resposta ao tratamento com as drogas habituais, face ao seu perfil 

imunológico ser predominantemente Th1, o que lhe confere um alto grau de resistência 

imunológica à infecção. Entretanto, dependendo da espécie de Leishmania envolvida e do 

estado imunológico do hospedeiro, algumas infecções, não totalmente controladas pelos 

mecanismos de imunidade celular podem evoluir para as formas polares da doença dentro do 

espectro clínico. No caso da infecção por L. braziliensis, a infecção pode evoluir para o polo 

hiperérgico de resposta do hospedeiro, representado pela forma de leishmaniose mucosa 

(LM), com perfil imunológico fortemente Th1; enquanto que no caso de infecção por L. 

amazonensis, a infecção pode evoluir para o polo hipoérgico, representado pela forma de 

leishmaniose cutânea anérgica difusa (LCAD), caracterizado por um perfil imunológico 

nitidamente Th2 (SILVEIRA et al., 2009). Entre a forma central LCL e as duas formas 

polares LM e LCAD, as infecções podem passar por uma forma intermediária chamada de 
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leishmaniose cutânea disseminada borderline (LCDB), durante a qual a imunidade celular dos 

pacientes apresenta-se parcialmente deprimida ou inibida, porém, com certo grau de 

predomínio da resposta Th1 em relação à resposta Th2, motivo pelo qual se atribui a 

denominação específica borderline (SILVEIRA et al., 2004) 

 

Os estudos envolvendo os mecanismos de resposta imune nas leishmanioses são 

realizados, usualmente, em modelos murinos, na tentativa de se identificarem os fatores 

responsáveis pelos fenótipos de resistência e suscetibilidade à infecção por Leishmania 

(LAUNOIS et al., 1996). O modelo experimental de infecção murina em diferentes 

constituições genéticas com diferentes espécies de Leishmania reproduz com grande 

similaridade as características distintas do espectro clínico visto em pacientes com 

leishmaniose cutânea (BEHIN et al., 1979; MITCHELL et al., 1981). Muitos estudos foram 

realizados com L. major, a qual a maioria das linhagens de camundongos é resistente (entre 

elas C57BL/6, C3H e CBA), desenvolvendo pequenas lesões com cura espontânea no local do 

inóculo, enquanto os camundongos BALB/c e DBA/2 são suscetíveis e desenvolvem lesões 

progressivas (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). Em contraste, a maioria das linhagens de 

camundongos mostra graus variáveis de suscetibilidade à infecção por L. amazonensis e 

desenvolvem lesões crônicas que não curam (MCMAHON-PRATT & ALEXANDER, 2004).  

 

A infecção por L. major exemplifica o paradigma de desenvolvimento de uma resposta 

imune do tipo Th1 ou Th2, no qual o desenvolvimento da doença é determinado pela natureza 

e magnitude da resposta das células T CD4
+
 e produção de citocinas no início da infecção 

(MOSMANN & COFFMAN, 1989). A resistência de camundongos à infecção por L. major 

está relacionada a uma diferenciação e expansão de células Th1 específicas para Leishmania 

direcionada pela citocina IL-12 (HEINZEL et al., 1989; HEINZEL et al., 1991; HEINZEL et 

al., 1993). Este subgrupo de linfócitos produz interferon-γ (IFN-γ), o qual contribui para a 

ativação de macrófagos e consequente produção de óxido nítrico (NO) responsável pela morte 

do parasito (BELOSEVIC et al., 1988; STENGER et al., 1994). Por outro lado, a 

suscetibilidade a L. major está correlacionada ao desenvolvimento de uma resposta de células 

Th2 e inabilidade de gerar uma resposta celular Th1 (REINER & LOCKSLEY, 1995). Nestes 

casos, a produção de citocinas tais como IL-4, IL-13, IL-10 e TGF-β, que inibem ou 

diminuem a ativação de macrófagos, participa do desenvolvimento da doença (GROUX et al., 

1999; KANE; MOSSER, 2001; MATTHEWS et al., 2000; NOBEN-TRAUTH et al., 1999).  
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No caso das infecções com L. amazonensis, observa-se um perfil diferente, pois a 

maioria das linhagens de camundongos resistentes à L. major são suscetíveis à L. 

amazonensis. O desenvolvimento de lesões em camundongos C57BL/6 e C57BL/10 

infectados com esse parasito não foi associado a uma resposta Th2, mas a uma fraca resposta 

Th1 (AFONSO & SCOTT, 1993; SOONG et al., 1996). Foi demonstrado que a inabilidade de 

montar uma resposta Th1 eficiente, independente de uma resposta Th2 induzida por IL-4 está 

associada a uma inabilidade de produzir ou responder à IL-12 através da inibição da 

expressão da cadeia beta do receptor de IL-12 (IL-12Rβ2) (JONES et al., 2000).  

 

Apesar de várias evidências apontarem para a participação das células T CD4
+
 no 

controle da infecção por Leishmania, a função das células T CD8
+
 ainda não foi bem definida. 

Estas células iniciam sua resposta ao patógeno quando reconhecem antígenos específicos 

apresentados por moléculas MHC I em associação com sinais coestimulatórios das células 

apresentadoras de antígeno (BOURGEOIS et al., 2002; SCHOENBERGER et al., 1998). Para 

se tornarem totalmente ativadas, as células T CD8
+
 dependem das células T CD4

+
 e de células 

dendríticas (DCs) (MELIEF, 2003). As células T CD8
+
 podem produzir quantidades 

substanciais de IFN-γ (SALGAME et al., 1991) e podem participar da regulação inicial das 

respostas de citocinas produzidas por células T CD4
+
. O modelo murino de leishmaniose 

sugere que as células T CD8
+
 participam do controle da infecção através da produção de IFN-

γ e de sua capacidade citotóxica. Seu efeito citotóxico é exercido através da exocitose de 

grânulos líticos e da expressão de FasL/CD95L, ambos mecanismos indutores de apoptose 

(TRAPANI & SMYTH, 2002). 

 

 Diferentes parâmetros influenciam a via de diferenciação das células T CD4
+
 

precursoras, incluindo o tipo de células apresentadoras de antígeno (APC), natureza dos sinais 

co-estimulatórios (KUCHROO et al., 1995), extensão da interação do receptor de células T 

(TCR) (CONSTANT et al., 2002), dose de antígeno (HOSKEN et al., 1995), rota de 

administração do antígeno (GUERY et al., 1996) e número de divisões celulares (BIRD et al., 

1998). Entre estes diferentes sinais polarizadores de células T, as citocinas são reconhecidas 

como indutores cruciais da diferenciação em células Th1 e Th2.  

 

 Uma citocina crítica para o desenvolvimento de resistência mediada por células Th1 é 

a IL-12. A citocina IL-12 bioativa, chamada IL-12p70, é formada pelas subunidades IL-12p40 

e IL-12p35. A subunidade p40, sintetizada em excesso em relação à subunidade p35, é 
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produzida exclusivamente em DCs e macrófagos (ZHANG & WANG, 2008). É importante 

para a diferenciação e proliferação de células T CD4
+
 Th1 (ALEXANDER & BRYSON, 

2005) e para a ativação das células NK, fonte primária de IFN-γ (ALEXANDER et al., 1999). 

Por sua vez, esta citocina ativa macrófagos, resultando na produção de NO e morte dos 

parasitas (ALEXANDER & BRYSON, 2005). Assim, a IL-12 tem grande participação da 

iniciação de uma resposta celular protetora frente à leishmaniose (AFONSO et al., 1994). 

 

 Outra citocina com função crucial na resistência à infecção à Leishmania é o IFN-γ. 

Sua participação na diferenciação de células Th1, eliminação do parasito e recrutamento 

celular foi demonstrada em vários estudos. A ativação de macrófagos a um estado parasiticida 

por IFN-γ é o principal mecanismo efetor anti-Leishmania. Esta citocina aumenta a síntese da 

enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) levando à produção, a partir de L-arginina, de 

radicais reativos de nitrogênio tóxicos para o parasito (GREEN et al., 1990a; GREEN et al., 

1990b; LIEW; LI; MILLOTT, 1990; ASSREUY et al., 1994). O IFN-γ também exerce efeito 

indireto sobre o recrutamento de leucócitos, por meio da indução da expressão de vários genes 

de quimiocinas (FARBER, 1997).  

 

Enquanto a resistência contra infecção está claramente associada a uma resposta Th1 

induzida por IL-12 e IFN-γ, estudos usando vários modelos experimentais, entre eles 

camundongos geneticamente deficientes, têm questionado a importância da IL-4 no 

desenvolvimento de lesões crônicas e investigado outros mediadores alternativos. Estudos in 

vivo, estabeleceram que a IL-4, durante o estágio inicial da infecção, tem uma função 

importante no desenvolvimento de células Th2. A primeira evidência foi que a administração 

de anticorpos anti-IL-4 a camundongos BALB/c no início da infecção eliminava a polarização 

Th2, permitindo uma expansão de células Th1 e consequente cura da lesão (SADICK et al., 

1990). O camundongo C57BL/6 e outras linhagens resistentes, entretanto, não montaram uma 

resposta inicial com produção de altos níveis de IL-4 seguinte à infecção por L. major ou 

injeção do antígeno LACK de L. major (LAUNOIS et al., 1995).  

 

O papel da IL-10 no desenvolvimento de uma resposta do tipo Th2 também tem sido 

abordado. O tratamento de camundongos resistentes e suscetíveis com anticorpo anti-IL-10 

não alterou o fenótipo destes camundongos. Foi encontrada uma produção similar de IL-10 na 

fase crônica de infecção em ambas as linhagens de camundongos, em contraste com uma 

produção significativamente mais elevada nos camundongos suscetíveis na fase inicial de 
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infecção (CHATELAIN et al., 1999). Outros estudos mostram que a IL-10 inibe a atividade 

citotóxica dos macrófagos (MOORE et al., 1993; MOSMANN, 1994). A adição de IL-10 a 

culturas de macrófagos inibiu quase completamente a morte dos parasitos intracelulares 

(VIETH et al., 1994). Além disto, a interação da Leishmania com receptores na superfície do 

macrófago induziu preferencialmente a produção de altos níveis de IL-10. A IL-10 produzida 

pelos macrófagos infectados inibiu a ativação dos mesmos e diminuiu sua produção de 

citocinas inflamatórias (KANE & MOSSER, 2001). 

 

O TNF-α participa do controle da infecção de macrófagos humanos por L. 

amazonensis (AFONSO et al., 2008) e da indução da migração de DCs para o linfonodo 

drenante da infecção, no modelo murino (RITTER et al., 2008). Estudos in vitro com 

macrófagos murinos mostraram que a ativação do macrófago por IFN-γ e TNF-α provoca a 

produção de NO resultando na morte da L. major (BELOSEVIC et al., 1988; LIEW et al., 

1990). O TNF é uma citocina pleiotrópica que participa de funções protetoras contra diversos 

patógenos, mas também pode estar associada com patologia (VASSALLI, 1992). Suas ações 

são mediadas por dois receptores, TNFRp55 e TNFRp75. O primeiro parece envolvido na 

maioria dos efeitos conhecidos do TNF-α. Esta citocina possui ação pró-inflamatória na fase 

inicial de infecção e função antinflamatória e de reparo após controle do parasitismo (LIEW 

et al., 1990). Foi demonstrada sua participação na indução de expressão de moléculas de 

adesão (MACKAY et al., 1993), na eliminação de parasitos (FLYNN et al., 1995; GREEN et 

al., 1990a; LIEW et al., 1989; PFEFFER et al., 1993) e na indução de apoptose (LEIST et al., 

1995; TARTAGLIA et al., 1993; WONG & GOEDDEL, 1994). 

 

A suscetibilidade à infecção por L. amazonensis parece estar relacionada a falhas na 

indução de citocinas que são importantes para o desenvolvimento de células Th1 e funções 

efetoras dos macrófagos. Estudos iniciais demonstraram que a polarização da resposta celular 

em Th1 e Th2 encontrada no modelo de infecção murina por L. major não se repetia em 

infecções por L. amazonensis. Camundongos C57BL/6 ou C57BL/10 infectados com L. 

amazonensis produziram pouco ou nenhum IFN-γ e uma produção de IL-4 foi observada 

apenas nas primeiras semanas de infecção (AFONSO & SCOTT, 1993; JI et al., 2002), 

sugerindo uma fraca resposta imune mediada por células T ou uma resposta celular mista, 

como a encontrada na leishmaniose humana (PIRMEZ et al., 1993; SILVEIRA et al., 1991). 

Ainda, o tratamento com anti-IL-4 ou anti-IFN-γ não mostrou efeito significativo no curso de 

infecção por L. amazonensis (AFONSO & SCOTT, 1993). Estes estudos sugerem que 
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mecanismos múltiplos podem contribuir para a suscetibilidade do camundongo a esta espécie 

de Leishmania. 

 

Devido a importante função da IL-12, IFN-γ e TNF-α no mecanismo de resistência a 

leishmaniose, várias pesquisas avaliam a participação destas citocinas na infecção por L. 

amazonensis. O desenvolvimento de uma resposta Th1 é dependente da presença de IL-12 

bem como da habilidade das células T responderem a esta citocina. Foi demonstrado também 

que camundongos infectados com L. amazonensis apresentaram um atraso e uma expressão 

diminuída da IL-12 no sítio de infecção e linfonodos drenantes quando comparados com o 

controle infectado com L. major (JI et al., 2003). Quanto à participação do IFN-na 

resistência à infecção por L. amazonensis, sua função ainda é controversa. O IFN-γ produzido 

pelas células T CD4+ durante a infecção com L. amazonensis seria consistente com o perfil 

Th1. No entanto, as células T CD4
+
 também promovem lesões em camundongos infectados 

com L. amazonensis (SOONG et al., 1997; TERABE et al., 2000). Os mecanismos que 

permitem a persistência da L. amazonensis são paradoxais, pois o IFN-γ possui uma função 

inflamatória associada ao recrutamento e retenção celular (FARBER, 1997; KULIDJIAN et 

al., 2002), e o recrutamento de monócitos e macrófagos é fundamental para a sobrevivência e 

persistência da Leishmania (SCOTT, 1985; SCOTT et al., 1983). 

 

Camundongos infectados por L. amazonensis apresentam, no sítio de infecção, muitos 

macrófagos, a maioria dos quais vacuolados e altamente infectados (LEMOS et al., 2000; 

SOONG et al., 1997). O agente parece ter a capacidade de inibir a ativação de macrófagos ou 

resistir aos mecanismos leishmanicidas destas células (RAMOS et al., 2014). Um importante 

fator para a sobrevivência do parasito é uma menor resposta dos macrófagos à ativação por 

citocinas. Existem evidências que indicam que em infecções por L. amazonensis 

concentrações inadequadas de IFN-γ podem reverter sua ação protetora facilitando a 

replicação acentuada das amastigotas nos macrófagos murinos. Entretanto, quando associado 

ao LPS, o IFN-γ foi capaz de estimular macrófagos e limitar a replicação das amastigotas (QI 

et al., 2004; WANASEN et al., 2007). Outros estudos mostram que a adição de TNF-α em 

culturas de macrófagos ativados com IFN-γ acentua a atividade leishmanicida destes 

macrófagos (GOMES et al., 2003). Embora a L. amazonensis seja mais resistente à morte por 

mecanismos induzidos por IFN-γ que a L. major, estes parasitas podem ser destruídos quando 

os macrófagos são ativados por ambos, IFN-γ e TNF-α. 
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Em experimentos in vivo, foi demonstrado que o estabelecimento e disseminação da 

infecção por L. amazonensis não estava relacionado a uma inabilidade do macrófago em 

produzir NO, mas que, em comparação a L. major, a L. amazonensis é mais resistente sendo 

morta por maiores níveis de NO ou outros mecanismos produzidos na fase inicial de infecção 

(LEMOS et al., 2000). Assim, apesar da resposta imune contra L. amazonensis ser diferente 

da resposta à L. major, os resultados descritos demonstram que a produção de IFN-γ e NO são 

críticos no controle da infecção por L. amazonensis. 

 

1.3. Células Dendríticas e Células de Langerhans 

 

As DCs são responsáveis pela captura, processamento e apresentação de antígenos 

para células da imunidade adquirida, os linfócitos T. Sendo assim, as DCs são chamadas de 

APCs profissionais (do inglês “antigen presenting cells”) e são especializadas nos processos 

que envolvem a apresentação de antígenos para linfócitos T (BANCHEREAU & 

STEINMAN, 1998; SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1999). Foram descobertas por 

Steinman e Cohn no início dos anos 70 (STEINMAN & COHN, 1973), no entanto, sua 

completa caracterização e identificação só foram publicadas na segunda metade dos anos 70 

(Steinman e Witmer, 1978; Steinman e Nussenzweig, 1980). A partir do momento em que foi 

comprovada a importância das DCs nas reações leucocitárias mistas (do inglês MRL – mixed 

leukocyte reaction), como potente estimuladora de leucócitos e participação na rejeição de 

transplantes, os trabalhos sobre estas células tornaram-se mais frequentes (INABA & 

STEINMAN, 1985). Atualmente, sabe-se que as DCs estão presentes em praticamente todos 

os tecidos do organismo, desde o sangue até os órgãos linfóides, funcionando como sentinelas 

do sistema imune, fagocitando e processando antígenos provenientes de diferentes partes do 

organismos (BANCHEREAU et al., 2000; MELLMAN, 2005; UENO et al., 2007). 

 

Para que ocorra uma resposta imune adequada contra patógenos, é necessário que haja 

a ativação adequada de linfócitos T imaturos. Dentro deste contexto, ocorrem dois sinais 

principais: o primeiro sinal consiste no reconhecimento do complexo de MHC-peptídeo nas 

APCs pelos receptores dos linfócitos T (TCR) específicos para o antígeno (SCHWARTZ, 

2003); o segundo sinal ocorre através da interação de moléculas co-estimulatórias, por 

exemplo, B7 (CD80 e CD86), presentes na superfície de APCs, com seus ligantes CD28 e 
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CTLA-4 expressos na superfície de linfócitos (YOUNG et al., 1992; GUERMONPREZ et al., 

2002). Outro sinal importante consiste na interação de moléculas de CD40-ligante (CD40L ou 

CD154), presente na superfície dos linfócitos com a molécula CD40, localizada na superfície 

de DCs ativadas (COOLS et al., 2007). Além disso, a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-6 e IL-12, tem um efeito importante na manutenção destes “sinais”, 

contribuindo fortemente para a indução de uma resposta linfocitária eficiente (CURTSINGER 

et al., 1999; CURTSINGER et al., 2003; HUGUES, 2010). 

 

As DCs na pele são importantes APCs que realizam o compartilhamento cutâneo com 

o linfonodo de drenagem. São descritas duas principais subpopulações de DCs na pele 

normal, as células de Langerhans epidérmicas (LCs) e as células dendríticas dérmicas 

(VALLADEAU & SAELAND, 2005). Curiosamente, as LCs foram inicialmente descritas 

como células do sistema nervoso, em 1868 por Paul Langerhans, e apenas 100 anos mais tarde 

foram estabelecidas como importantes APCs pertencentes ao sistema leucocitário (SCHULER 

& STEINMAN, 1985; CLAUSEN & KEL, 2010).  

 

Durante o processo de migração da pele para o linfonodo, as LCs passam por uma fase 

de maturação e adquirem potentes propriedades imunoestimulatórias. Elas capturam, 

processam e apresentam antígenos adquiridos na pele via moléculas MHC classe II para as 

células T virgens. Também ocorre aumento da expressão de moléculas co-estimulatórias na 

superfície celular, como CD40, CD80 e CD86, e aumento da secreção de citocinas, 

fornecendo um segundo e terceiro sinais para a ativação e diferenciação das células T. Assim, 

quando as LCs chegam ao linfonodo de drenagem, adquirem um fenótipo de DC 

funcionalmente madura, com capacidade de ativar células T virgens e assim iniciar uma 

resposta imune eficiente, especialmente adaptada para combater patógenos na pele 

(IGYARTO & KAPLAN, 2010). 

 

As LCs constituem aproximadamente 1 a 5% da população de células da epiderme, 

formando uma rede nas camadas basal e suprabasal (HANAU et al., 1991). São células de 

morfologia dendrítica, identificadas ultra-estruturalmente pela presença de Langerina 

(CD207), uma lectina tipo C responsável pela formação dos grânulos de Birbeck. Presente 

tanto na epiderme de camundongos quanto na epiderme de humanos, a langerina é um 

marcador chave para a linhagem de LCs (VALLADEAU et al., 2000; VALLADEAU, 2002).  
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Na leishmaniose, os macrófagos da derme são as células hospedeiras mais parasitadas 

(LOCKSLEY et al., 1988), sendo também as células efetoras mais importantes para a 

produção de NO, que é um potente agente leishmanicida (STENGER al., 1994). Por sua vez, 

as LCs normalmente são infectadas com uma ou duas amastigotas por célula e restringem a 

replicação parasitária de maneira independente do NO (BLANK et al., 1996), mas são críticas 

na indução da resposta imune específica por serem responsáveis pelo transporte de parasitos 

aos linfonodos regionais, local onde esta resposta se inicia (MOLL, 1993; MOLL et al., 

1995). 

 

Inicialmente, na década de 90, Moll e colaboradores (1993) propuseram que após a 

infecção por Leishmania na pele, as LCs migrariam da epiderme para a derme, fagocitando os 

parasitas, e após processar o microrganismo, expressariam seus antígenos na superfície celular 

associados às moléculas MHC classe II. Parte das LCs infectadas provavelmente migram para 

o linfonodo regional, onde então apresentam os antígenos processados aos linfócitos T não 

ativados, na região paracortical. Os linfócitos T ativados migram pela corrente sanguínea para 

a área onde ocorreu a infecção e então passariam a regular a secreção de citocinas, a atividade 

efetora dos macrófagos infectados e de outras LCs remanescentes na derme. Em 1995, o 

mesmo grupo analisou o sítio de ocupação antigênica no MHC do tipo II, assim como a 

biossíntese e renovação de suas moléculas em LCs infectadas com L. major, e mostrou que 

ocorria uma ligação estável dos peptídeos do parasita com MHC classe II, resultando na 

formação acentuada de dímeros αβ compactos que resistiam à dissociação com SDS (dodecil 

sulfato de sódio). Além disso, a meia-vida dos dímeros do MHC classe II carregando 

antígenos do parasita foi significativamente maior nas LCs quando comparada aos 

macrófagos. Esses achados indicaram que a L. major modifica a síntese dos produtos do 

MHC classe II e possivelmente a formação da cadeia invariável nas LCs. Como resultado, as 

diferentes espécies de parasitas podem influenciar na capacidade de apresentação de antígenos 

pelas LCs, modulando a resposta imune do hospedeiro. 

 

Muitos estudos têm discutido sobre uma subpopulação de células T CD4
+ 

regulatórias 

especializadas nas infecções por Leishmania, denominadas Treg, que medeiam a supressão de 

células do sistema imune através da secreção de citocinas como IL-10 e TGF-β (ASSEMAN 

et al.,1999), e também através do contato celular (FEHÉRVARI & SAKAGUCHI, 2004). 

Dentro desse contexto, tem sido descrito o envolvimento de DCs maduras na manutenção da 

tolerância imunológica, através da indução de células T CD4
+
 regulatórias in vivo (AKBARI 
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et al., 2001; MCGUIRK et al., 2002), sugerindo também que existem diferentes estágios de 

maturação. Dependendo do estímulo, pode ocorrer o desenvolvimento de DCs totalmente 

maduras e imunogênicas ou de DCs em um estado de “semi-maturação”, sendo que ambos os 

tipos apresentam maturação fenotípica, mas diferem em sua capacidade de produzir citocinas. 

Sabe-se que os sinais que induzem a produção de citocinas por DCs maduras estão associados 

ao reconhecimento direto (SCHULZ et al., 2000) ou indireto (AMIGORENA & 

BONNEROT, 1999) de patógenos, porém outros estímulos também podem estar associados. 

Por exemplo, a maturação de DCs pode ser promovida por diferentes citocinas, como IL-1, 

TNF-α e GM-CSF (KIMBER & CUMBERBATCH, 1992; SALGADO et al., 1999), e uma 

das influências mais importantes na maturação destas células está relacionada à sinalização 

através de CD40 (CAUX et al., 1994), que é capaz de induzir a produção de IL-12p70 in vivo 

(SCHULZ et al., 2000), mas somente em combinação com patógenos pode induzir DCs 

totalmente maduras e capazes de gerar resposta Th1 (LUTZ & SCHULER, 2002). Além 

disso, estudos mostram que membros da superfamília TNF, como o TNF-α e CD40L, podem 

cooperar na ativação de CDs quando utilizados em combinação, potencializando seus efeitos 

estimulatórios (QIGUI et al., 2003). Observam-se então diferentes perfis de ativação que 

dependem de fatores presentes durante processo de maturação das DCs, o que pode ser 

determinante no tipo de resposta a patógenos. 

 

Outro estudo demonstrou que amastigotas de L. amazonensis são capazes de infectar e 

ativar DCs (CD11c
+
) in vitro, resultando na produção de IL-4 e falha na produção de IL-12 e 

desencadeamento de uma resposta imune T CD4
+
 Th2 (QI et al., 2001). As DCs infectadas 

com amastigotas de L. amazonensis mostram-se menos maduras e menos potentes na 

apresentação de antígenos do que quando infectadas com promastigotas, reduzindo sua 

capacidade de ativação das células T CD4
+
, o que sugere que a L. amazonensis, especialmente 

na sua forma intracelular, está envolvida em uma estratégia única de suprimir eventos iniciais 

da imunidade inata, resultando no comprometimento das funções das DCs e da ativação da 

resposta Th1(XIN et al., 2008). 

 

Também tem sido discutida a participação das células dendríticas da derme nas 

respostas anti-Leishmania. Brewing e colaboradores (2009) propuseram um novo conceito, 

onde a ativação de células T CD4
+
 é mediada por DCs dérmicas langerina

-
, enquanto que as 

DCs dérmicas langerina
+
 estão envolvidas na ativação inicial de célula T CD8

+
. A depleção 

das LCs e não das DCs langerina
+
 resulta na redução da imigração de células Treg e no 
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aumento da resposta Th1, resultando em uma doença atenuada (KAUTZ-NEU et al., 2011), 

sugerindo que as LCs podem corroborar com o desenvolvimento de uma resposta Th2. Em 

outro estudo, Silveira e colaboradores (2009) relataram um aumento na densidade das LCs na 

pele de pacientes infectados com L. amazonensis e L. braziliensis, porém este aumento se 

desloca no espectro clínico da doença para o polo hipoérgico, causado pela infecção por L. 

amazonensis e identificados com a forma clínica de leishmaniose cutânea anérgica difusa. 

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo aprofundar os conhecimentos sobre a 

interação entre as LCs e L. amazonensis, um parasita capaz de inibir a ativação de DCs e 

consequentemente a produção de citocinas pró-inflamatórias (QI et al., 2001; XIN et al., 

2008). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.Objetivo Geral 

 

Estudar as interações entre o parasita L. (L.) amazonensis e LCs de camundongos 

BALB/c tratadas com TNF- e anticorpo anti-CD40, observando alterações que podem 

ocorrer na expressão de moléculas de superfície e na produção de citocinas pelas LCs e na 

indução de resposta por células do linfonodo. 

 

2.2.Objetivos Específicos 

 

2.2.1. Verificar os efeitos da promastigota de L. (L.) amazonensis sobre a produção de 

citocinas (IL-6 e IL-12p70) pelas LCs tratadas com TNF- e anticorpo anti-CD40; 

 

2.2.2. Avaliar se promastigotas de L. amazonensis modulam a expressão de moléculas 

de superfície (CD207, CD40 e CD86) em LCs tratadas com TNF- e anticorpo anti-

CD40; 

 

2.2.3. Analisar a influência de promastigotas L. amazonensis na capacidade das LCs 

tratadas com TNF- e anticorpo anti-CD40 em ativar uma resposta de linfócitos T, 

através da avaliação do perfil de citocinas produzidas (IFN- e IL-4) em co-culturas de 

células do linfonodo e LCs. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Parasitas 

 

A cepa MHOM/BR/26361 de Leishmania (L.) amazonensis foi gentilmente cedida 

pelo Dr. Fernando Tobias Silveira, coordenador do Laboratório de Leishmaniose do Instituto 

Evandro Chagas (IEC). As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram obtidas pelo 

isolamento de formas amastigotas presentes na pata traseira de camundongos BALB/c, e 

posteriormente foram isoladas e expandidas em meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, 

USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, USA) e 

solução de estreptomicina/penicilina (Sigma, St. Louis, MO, USA). 

 

3.2. Animais de experimentação 

 

Foram utilizados de 4 a 6 camundongos da linhagem BALB/c fêmeas por experimento, 

com idade entre 6 a 8 semanas de vida, provenientes do Biotério Central da Unicamp 

(Cemib). Durante os experimentos, os animais foram mantidos no Biotério do Laboratório de 

Dermato-Imunologia. 

 

3.3. Isolamento de células de Langerhans 

 

As células foram isoladas, purificadas e cultivadas conforme método previamente 

descrito (SALGADO et al., 1999). Os camundongos BALB/c foram sacrificados e a pele foi 

removida das regiões dorsal e ventral. Os fragmentos de tecido epitelial foram incubados em 

meio RPMI 1640 contendo 3000 U/ml de dispase II (Roche, Germany) a 37 °C, 5% de CO2 

por 3 horas. A epiderme foi separada da derme e incubada com DNAse (0.025%; Sigma, St. 

Louis, MO, USA) por  20 minutos em temperatura ambiente e, após pipetagem, foram 

incubadas com anticorpo monoclonal anti-Ia
d
 1:600 (BD Pharmingen, San Diego, CA) por 1 

hora à 4ºC. A suspensão de células epidérmicas marcada foi então incubada em placas 

previamente revestidas com anticorpo anti-IgG fração Fc em uma concentração de 1:100 (MP 
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Biomedicals, Solon, OH, USA) por 1 hora à 4ºC. Após lavagem, as placas foram submetidas 

à pipetagens vigorosas para remover as LCs aderidas, que foram cultivadas em meio RPMI 

1640, suplementado com soro fetal bovino a 10% (Gibco, Grand Island, NY, USA), solução 

de estreptomicina/penicilina (Sigma, St. Louis, MO, USA) e 2β-mercaptoetanol (Merck, 

Germany) e então foram cultivadas em placas de 96 poços, a 37 °C, em ambiente de 5% de 

CO2. 

 

3.4. Interação de LCs com L. (L.) amazonensis 

 

 Após o isolamento e purificação das LCs a partir da epiderme, as células foram 

ajustadas para 1 x 10
5
/ml e incubadas em placas de 96 poços na presença de promastigotas de 

L. (L.) amazonensis (proporção de 10 parasitas para cada LC), TNF-α (1 ng/ml; BD 

Pharmingen, San Diego, CA) e/ou anticorpo monoclonal anti-CD40 (20µg/ml; BD 

Pharmingen, San Diego, CA) . As células foram cultivadas em estufa a 37 °C e 5% de CO2 

por 24 horas. Após o período de incubação, os sobrenadantes das culturas foram coletados e 

armazenados para quantificação de citocinas. 

 

3.5. Co-cultura de LCs com células do linfonodo 

 

Os animais foram sacrificados e os linfonodos poplíteos foram coletados e macerados 

para a obtenção das células linfóides. As células em suspensão foram ajustadas para 1 x 

10
6
/ml em RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino, solução de 

estreptomicina/penicilina e 25mM de HEPES (10 µmM; Sigma, St. Louis, MO, USA) e em 

seguida foram cultivadas em placas de 24 poços. As células foram co-cultivadas com LCs 

previamente cultivadas por 24 horas sem estímulo, ou previamente estimuladas por 24 horas 

com promastigotas de L. amazonensis, TNF-α e/ou anticorpo monoclonal (MAb) anti-CD40. 

As LCs foram lavadas com meio RPMI 1640 e adicionadas à co-cultura, em duplicata, na 

proporção de 1:5 (LC:célula linfóide), e incubadas por 72 horas em estufa a 37ºC e 5% de 

CO2. Após o período de incubação, os sobrenadantes das culturas foram coletados e 

armazenados para quantificação de citocinas. 
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3.6. Citometria de fluxo 

 

 

Após 24 horas de incubação, ass LCs cultivadas na presença de promastigotas de L. (L.) 

amazonensis, TNF-α e/ou mAb anti-CD40 foram coletadas para análise por citometria de 

fluxo. Após lavagens consecutivas com solução salina, as células foram marcadas com 

solução iodeto de propídeo (PI) e imediatamente analisadas por citometria de fluxo ou foram 

incubadas por 1 hora com os seguintes anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos: 

anti-CD40-FITC (Rat IgG2a; eBioscience, San Diego, CA), anti-CD86-PE (Rat IgG2a; 

eBioscience, San Diego, CA), anti-CD207-Alexa Fluor 488 (Rat IgG2a; eBioscience, San 

Diego, CA) e/ou isotipo controle (IgG1 λ chain; BD Pharmingen, San Diego, CA). As co-

culturas de CLs e células do linfonodo foram coletadas após 72 horas de incubação para 

análise por citometria de fluxo. Após lavagem com solução salina, as células foram marcadas 

com solução de PI para análise da viabilidade, ou foram marcadas com anticorpos 

monoclonais anti-CD4-PE (Rat IgG2b; eBioscience, San Diego, CA) e anti-CD8-FITC (Rat 

IgG; eBioscience, San Diego, CA). Após 1 hora de incubação com os anticorpos, as amostras 

foram adquiridas utilizando o aparelho BD Accuri C6 (Becton & Dickinson, San Jose, CA). 

Após aquisição, os resultados foram analisados utilizando o programa BD Accuri C6 

Software (Becton & Dickinson, San Jose, CA). 

 

3.7. Dosagem de Citocinas 

 

Os sobrenadantes das culturas de LCs e das co-culturas de LCs com células de 

linfonodo foram obtidos após 24 ou 72 horas de incubação e estocados à -20ºC até o momento 

da dosagem de citocinas. Os ensaios foram realizados segundo as informações do fabricante 

(Pharmingen, San Diego, CA, USA). Resumidamente, as placas foram sensibilizadas durante 

a noite a 4ºC com anticorpo monoclonal anti-citocina de camundongo (IL-6, IL-12p70, IL-4 e 

IFN-γ) na concentração de 4µg/ml. No dia seguinte, a solução de anticorpo de captura foi 

removida e foi realizado o bloqueio de ligações inespecíficas com PBS + soro fetal bovino 

10% por 2 horas a temperatura ambiente. Após remoção do bloqueio e lavagem das placas 

três vezes com PBS/Tween 0,05%, foram adicionadas as amostras, os brancos e a curva-

padrão, que foram incubados à temperatura ambiente por 2 horas. A placa foi lavada 

novamente três vezes e foi adicionado o anticorpo de detecção anti-citocina biotinilado na 
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concentração de 2 µg/ml. Após incubar 1 hora a temperatura ambiente e lavar a placa quatro 

vezes, o conjugado (peroxidase conjugada à streptavidina) foi adicionado e a placa foi 

incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Após lavar a placa cinco vezes, adicionou-

se o substrato (3, 3’, 5, 5’-tetrametilbenzidina + H2O2 + dimetilsufóxido) e a placa foi 

incubada a temperatura ambiente durante a reação. Após o período de incubação, a reação foi 

interrompida por adição de H2SO4 (2N). A densidade óptica foi lida no comprimento de onda 

de 450nm (Dynex MRX Revelation, Chantilly, VA, USA) e os valores foram convertidos em 

pg/ml baseando-se na curva padrão.  

 

3.8. Análise estatística 

 

Os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPad-Prism 5.0 (GraphPad-

Prism Software, CA, USA). Os valores obtidos nas diferentes condições experimentais foram 

comparados utilizando o teste t de Student. Os valores com p< 0,05 foram considerados 

significativos. Nos resultados representados em gráficos utilizando barras estarão 

representados os valores da médias ± desvio padrão obtidas em cada condição experimental. 
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4. RESULTADOS 

 

Foram avaliados os efeitos da interação de  promastigotas de L. amazonensis sobre as 

LCs tratadas com TNF-α, anticorpo anti-CD40 ou TNF-α + anti-CD40 por 24 horas, não 

sendo observadas alterações significativas na viabilidade (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1. Viabilidade de LCs após cultivo com diferentes tratamentos e na 

presença de promastigotas de L. amazonensis
a
. 

 LC (%) LC + L. amazonensis (%) 

Controle 74.8 ± 4.4 79.3 ± 9.4 

+ TNF- 82.3 ± 4.4 74.1 ± 6.7 

+ anti-CD40 80.1 ± 3.0   75.8 ± 10.7 

+ TNF- + anti-CD40 82.4 ± 6.7 73.6 ± 6.0 

a
As LCs (1 x 10

5
/ml) foram cultivadas na presença de promastigotas de L. amazonensis e 

tratadas com TNF-α (1 ng/ml), anticorpo anti-CD40 (20 µg/ml) ou TNF-α + anti-CD40. Após 24 

horas de cultura, as células foram coletadas e marcadas com PI (10 μg/mL) e analisadas por 

citometria de fluxo. Os dados são representativos de três experimentos independentes (média ± 

desvio padrão) e não apresentaram diferença estatística significante, independente do estímulo 

oferecido.  
 

Após 24 horas de estímulo (L. amazonensis, TNF-α e/ou anticorpo anti-CD40), 

verificamos a produção de citocinas nos sobrenadantes das culturas. Nossos resultados 

mostraram que nas células do grupo controle a produção de IL-6 foi de 8.1 ± 0.7 pg/ml, e 

quanto as células foram cultivadas na presença de L. amazonensis a produção foi de 5.4 ± 0.5 

pg/ml, representando uma redução de 33,4% (Figura 4A). Quando tratadas com TNF- 

(Figura 4B), tanto as LCs cultivadas na ausência (7.4 ± 1.1 pg/ml) quanto as cultivadas na 

presença de L. amazonensis (5.1 ± 0.9 pg/ml) apresentaram níveis de IL-6 semelhantes aos 

respectivos grupos não-tratados com TNF-α (Figura 4A). Entretanto, as LCs tratadas com 

anticorpo anti-CD40 (Figura 4C) apresentaram um aumento significativo na produção de IL-

6, tanto no grupo cultivado na ausência (11.3 ± 1.9 pg/ml) quanto na presença de L. 

amazonensis (7.2 ± 0.8 pg/ml), quando comparados com os respectivos grupos não tratados 

(Figura 4A). Esta mesma produção foi observada nos grupos tratados com os dois estímulos 

simultaneamente (Figura 4D)), onde produção de IL-6 foi de 11.8 ± 1.5 pg/ml no grupo 

cultivado na ausência de L. amazonensis e de 7.5 ± 1.8 pg/ml quando na presença do parasita . 
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Figura 4. Produção de IL-6 nos sobrenadantes das culturas de LCs estimuladas por 24 horas com TNF-α e/ou 

anticorpo anti-CD40 na presença de promastigotas de L. amazonensis. As LCs (1 x 10
5
/ml) foram cultivadas na 

ausência ou presença de promastigotas de L. amazonensis (A) e tratadas com TNF-α (B), anticorpo anti-CD40 

(C) ou TNF-α + anti-CD40 (D). Após 24 horas, os sobrenadantes das culturas foram coletados e as citocinas 

foram dosadas por ELISA. Os dados representam a média e o desvio padrão de três experimentos independentes. 

# indica diferença significativa (p<0.05) entre grupo controle tratado e grupo controle sem estímulo, e * indica 

diferença significativa entre grupo LCs e grupo LCs + L. amazonensis. 
 

 

Também analisamos a IL-12, uma importante citocina pró-inflamatória produzida por 

LCs e que exerce múltiplos efeitos na ativação de células T. Em nossos resultados 

observamos que as células do grupo controle (Figura 5A), cultivadas na ausência de L. 

amazonensis, produziram 3.7 ± 0.6 pg/ml e as células cultivadas na presença de L. 

amazonensis produziram 2.3 ± 0.3 pg/ml, havendo uma redução de aproximadamente 62% na 

produção de IL-12p70. Quando as células foram tratadas com os estímulos TNF- (Figura 

5B), CD40 (Figura 5C) ou TNF- + anti-CD40 (Figura 5D) na ausência de L. amazonensis, 

detectamos um aumento significativo na produção de IL-12p70 (5.2 ± 1.0 pg/ml, 6.5 ± 0.7 

pg/ml e 6.9 ± 1.2 pg/ml, respectivamente), quando comparado com o grupo controle (Figura 

5A). No entanto, observamos que L. amazonensis inibiu significativamente os níveis de IL-

12p70 produzidos pelas LCs tratadas com os mesmo estímulos (3.1 ± 0.7 pg/ml, 3.3 ± 0.9 

pg/ml e 4.8 ± 0.5 pg/ml, respectivamente) (Figuras 5B, 5C e 5D). 
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Figura 5. L. amazonensis inibe a produção de IL-12p70 em culturas LCs estimuladas por TNF-α, anticorpo anti-

CD40 e TNF-α + anti-CD40. As LCs (1 x 10
5
/ml) foram cultivadas na na ausência ou presença de promastigotas 

de L. amazonensis (A) e tratadas com TNF-α (B), anticorpo anti-CD40 (C) ou TNF-α + anti-CD40 (D). Após 24 

horas, os sobrenadantes das culturas foram coletados e as citocinas foram dosadas por ELISA. Os dados 

representam a média e o desvio padrão de três experimentos independentes. # indica diferença significativa 

(p<0.05) entre grupo controle tratado e grupo controle sem estímulo, e * indica diferença significativa entre 

grupo LCs e grupo LCs + L. amazonensis. 
 

 

Para verificar os efeitos de L. amazonensis sobre a maturação fenotípica das LCs, 

tratadas ou não com TNF- ou anticorpo anti-CD40, nós analisamos a expressão das 

moléculas CD207, CD40 e CD86 por citometria de fluxo após 24 horas de cultura (figura 6). 

Nossos resultados mostraram que não houve diferença na expressão de CD207 em nenhum 

dos grupos, quando comparado ao controle não tratado e cultivado na ausência de L. 

amazonensis (Figuras 6A e 6B). No entanto, a presença de L. amazonensis reduziu 

significativamente a expressão de CD40 na superfície das LCs (Figuras 6A e 6C). 

Interessantemente, a adição de TNF- promoveu um aumento significativo na expressão de 

CD40 nas LCs, porém este efeito foi inibido por L. amazonensis. Nossos resultados 

mostraram que o mesmo padrão também ocorre quando adicionamos TNF- e o anticorpo 

anti-CD40 simultaneamente à cultura, o que não foi observado em relação ao grupo tratado 

apenas com anticorpo anti-CD40, onde não houve diferença em relação ao grupo controle sem 

estímulo (Figuras 6A e 6C). Já em relação à expressão de CD86 nas LCs, todos os grupos 

apresentaram aumento significativo quando cultivados na presença de L. amazonensis 

(Figuras 6A e 6D), porém não detectamos alteração significativa em nenhum dos tratamentos 

utilizados (TNF-, anti-CD40 ou TNF- + anti-CD40). 
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Figura 6. Análise da expressão de CD207, CD40 e CD86 em LCs estimuladas e cultivadas na presença de L. 

amazonensis. As LCs (1 x 10
5
/ml) cultivadas na presença de promastigotas de L. amazonensis e tratadas com 

TNF-α (1 ng/ml), anticorpo anti-CD40 (20 µg/ml) ou TNF-α + anti-CD40. Após 24 horas de cultura, as células 

foram coletadas e marcadas com anticorpo monoclonal anti-CD207, anti-CD40, anti-CD86 ou isotipo controle e 

analisadas por citometria de fluxo. (A) Experimento representativo mostrando a expressão das moléculas de 

superfície (em preto) ou isotipo controle (em branco) em LCs. Os números representam a intensidade média de 

fluorescência (IMF); L. am: L. amazonensis. (B) IMF de CD207, (C) IMF de CD40 e (D) IMF CD86 em LCs. 

Os dados representam a média e o desvio padrão de três experimentos independentes. # indica diferença 

significativa (p<0.05) entre grupo controle tratado e grupo controle sem estímulo, e * indica diferença 

significativa entre grupo controle e grupo L. amazonensis. 

 

 

Com o objetivo de avaliar a influência dos estímulos secundários TNF-α e anticorpo 

anti-CD40 na resposta das LCs contra L. amazonensis, utilizou-se uma abordagem 
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experimental onde células do linfonodo de camundongos BALB/c foram co-cultivadas com 

LCs previamente estimuladas com L. amazonensis. Após 72 horas, os sobrenadantes foram 

coletados para análise da resposta dos linfócitos através da dosagem das citocinas produzidas. 

As células coletadas não apresentaram alterações significativas na viabilidade (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2. Viabilidade das células do linfonodo co-cultivadas por 72 horas 

com LCs pré-estimuladas com promastigotas de L. amazonensis. 

 
Células do 

linfonodo (%) 

Células do linfonodo + 

L. amazonensis (%) 

Controle 95.6 ± 0.8 94.7 ± 0.9 

+ LC 96.5 ± 0.5 97.2 ± 1.0 

+ TNF- 94.4 ± 1.1 95.2 ± 0.7 

+ anti-CD40 95.4 ± 2.0 96.1 ± 1.2 

+ TNF- + anti-CD40 94.5 ± 0.9 96.7 ± 1.3 

a
As células do linfonodo (1 x 10

6
/ml) foram co-cultivadas na presença de LCs pré-estimuladas 

com promastigotas de L. amazonensis e pré-tratadas com TNF-α, anticorpo anti-CD40 ou 

TNF-α + anti-CD40. Após 72 horas de co-cultura, as células foram coletadas e marcadas com 

PI (10 μg/mL) e analisadas por citometria de fluxo. Os dados são representativos de três 

experimentos independentes (média ± desvio padrão). 
 

 

Inicialmente, verificou-se que a presença de promastigotas de L. amazonensis levou a 

uma diminuição significativa dos níveis de IFN- nos sobrenadantes das células do linfonodo 

do grupo controle (Figura 7A), uma vez que a produção de IFN- na ausência de L. 

amazonensis foi de 381.7 ± 36.9 pg/ml, e quando na presença do parasita a produção foi de 

125.6 ± 27.6 pg/ml. Quando as células do linfonodo foram co-cultivadas com LCs 

estimuladas previamente com L. amazonensis, a produção de IFN- foi de 209.6 ± 55.5 pg/ml 

(Figura 7B). Observamos que quando as células do linfonodo foram co-cultivadas na presença 

de LCs previamente tratadas com TNF-, anti-CD40 ou TNF- + anti-CD40, os níveis de 

IFN- detectados foram de 339.8 ± 49.2 pg/ml (Figura 7C), 466.8 ± 74.1 pg/ml (Figura 7D) e 

541.3 ± 99.6 pg/ml (Figura 7D), respectivamente, indicando que esses estímulos são capazes 

de aumentar as propriedades das LCs na ativação de células T. Porém, quando as células do 

linfonodo foram co-cultivadas na presença de LCs previamente tratadas com anti-CD40 ou 

TNF-α + anti-CD40 e cultivadas na presença de L. amazonensis, verificamos que os níveis de 

IFN- foram significativamente reduzidos (247.5± 64.3 pg/ml e 334.5 ± 66.7 pg/ml, 
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respectivamente), quando comparado com os níveis de IFN- das células cultivadas na 

ausência de L. amazonensis. Não houve diferença estatisticamente significativa nos grupos 

cultivados na presença de LCs previamente tratadas apenas com TNF-α (246.6 ± 76.8 pg/ml) 

(Figura 7C).  
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Figura 7. Produção de IFN-γ em co-culturas de células do linfonodo e LCs pré-estimuladas por 24 horas com 

TNF- α e/ou anticorpo anti-CD40 na presença de promastigotas de L. amazonensis. 
a
As células do linfonodo (1 x 

10
6
/ml) foram co-cultivadas na ausência (A) ou presença de LCs pré-estimuladas ou não com promastigotas de 

L. amazonensis (B) e pré-tratadas com TNF-α (C), anticorpo anti-CD40 (D) ou TNF-α + anti-CD40 (E).  Após 

72 horas, os sobrenadantes das culturas foram coletados e as citocinas foram dosadas por ELISA. Os dados 

representam a média e o desvio padrão de três experimentos independentes. # indica diferença significativa 

(p<0.05) entre grupo controle tratado e grupo controle sem estímulo, e * indica diferença significativa entre 

grupo células do linfonodo e grupo células do linfonodo + L. amazonensis. 
 

 

 Com relação a IL-4, observou-se que a presença de promastigotas de L. amazonensis 

não alterou a produção desta citocina no sobrenadante da cultura de células do linfonodo (15.0 

± 7.7 pg/ml) quando comparado com as células cutivadas na ausência de L. amazonensis (14.4 

± 2.7 pg/ml) (Figura 8A). Também não foram observadas alterações significativas quando as 

células do linfonodo foram co-cultivadas com LCs, na presença ou ausência de L. 

amazonensis (13.5 ± 2.2 pg/ml e 10.4 ± 6.6 pg/ml) (Figura 8B), LCs pré-tratadas ou não com 

TNF- (13.9 ± 7.0 pg/ml e 13.2 ± 5.5 pg/ml) (Figura 8C), LCs pré-tratadas ou não com 

anticorpo anti-CD40 (11.1 ± 6.1 pg/ml e 16.5 ± 4.6 pg/ml) (Figura 8D) ou LCs pré-tratadas ou 

não com TNF-α + anti-CD40 (15.7 ± 5.0 pg/ml e 12.2 ± 6.5 pg/ml) (Figura 8E). 
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Figura 8. Produção de IL-4 em co-cultura de células do linfonodo e LCs pré-estimuladas por 24 horas com 

TNF- α e/ou anticorpo anti-CD40 na presença de promastigotas de L. amazonensis. 
a
As células do linfonodo (1 x 

10
6
/ml) foram co-cultivadas na ausência (A) ou presença de LCs pré-estimuladas ou não com promastigotas de 

L. amazonensis (B) e pré-tratadas com TNF-α (C), anticorpo anti-CD40 (D) ou TNF-α + anti-CD40 (E).  Após 

72 horas, os sobrenadantes das culturas foram coletados e as citocinas foram dosadas por ELISA. Os dados 

representam a média e o desvio padrão de três experimentos independentes. # indica diferença significativa 

(p<0.05) entre grupo controle tratado e grupo controle sem estímulo, e * indica diferença significativa entre 

grupo células do linfonodo e grupo células do linfonodo + L. amazonensis. 
 

 

Em síntese, nossos resultados podem ser ilustrados conforme a Figura 9. 

 

 

Figura 9. Síntese dos resultados obtidos. (A) TNF-α e ou anticorpo anti-CD40 estimulam a produção das 

citocinas IL-6 e IL-12p70 e aumentam a expressão de CD40 na superfície de LCs in vitro; (B) Interação com L. 

amazonensis inibe a produção de IL-6 e IL-12p70, diminui a expressão de CD40 e estimula o aumento da 

expressão de CD86 em LCs tratadas com TNF-α e ou anticorpo anti-CD40; (C) LCs pré-estimuladas com L. 

amazonensis não são capazes de ativar a produção de IFN-γ por células do linfonodo. (Fonte:Laboratório de 

Dermato-Imunologia) 
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5. DISCUSSÃO 

 

As DCs são essenciais para o desenvolvimento de uma resposta imune efetiva contra 

patógenos, que em contrapartida, desenvolveram diferentes mecanismos para impedir a 

inicialização das respostas imunológicas nos hospedeiros, por exemplo, interferindo na função 

das próprias DCs (SHER et al, 2003). Estudos recentes sugerem que L. amazonensis pode 

infectar e alterar a biologia das DCs, favorecendo o estabelecimento da infecção.  Por outro 

lado, sabe-se que uma variedade de estímulos podem induzir a maturação e ativação destas 

células, incluindo fatores já bem caracterizados, tais como IL-1β, TNF-α e GM-CSF 

(BANCHEREAU & STEINMAN, 1998). Nesse sentido, com o objetivo de aprofundar os 

conhecimentos em relação ao papel das LCs durante a resposta imune contra L. amazonensis, 

o presente estudo investigou os efeitos de diferentes tratamentos na regulação da resposta 

imune de LCs cultivadas na presença de L. amazonensis.  

 

Inicialmente verificamos que L. amazonensis inibiu a produção de IL-6 pelas LCs. 

Sabe-se que as atividades desta citocina estão profundamente ligadas à transição da 

imunidade inata para a imunidade adaptativa, pois atua na manutenção da inflamação de fase 

aguda, progressão de doenças crônicas e na maturação de diferentes tipos celulares, como por 

exemplo, a proliferação de células T (JONES, 2005). Portanto, a inibição da produção de IL-6 

por L. amazonensis pode funcionar como um mecanismo de supressão da resposta 

imunológica mediada por LCs contra o parasita. Stäger e colaboradores (2006) demonstraram 

que DCs derivadas da medula óssea deficientes em IL-6, quando utilizadas em experimentos 

de imunoterapia em camundongos, não eram capazes de impedir a expansão de células Treg, 

células associadas ao desenvolvimento da infecção por L. donovani (STÄGER et al., 2006), 

indicando que a IL-6 desempenha um importante papel para a função das DCs na resistência à 

infecção por Leishmania em camundongos. 

 

Quando as LCs foram tratadas com TNF-α não foram observadas alterações 

significativas na produção de IL-6, no entanto quando tratadas com anti-CD40 ou anti-CD40 

+ TNF-α os níveis de IL-6 foram significativamente aumentados. Porém, nossos resultados 

mostram que quando na presença de L. amazonensis, os níveis de IL-6 nas culturas de LCs 

tratadas com anti-CD40 ou anti-CD40 + TNF-α foram reduzidos, ficando próximos aos níveis 

basais. Esses resultados mostram que L. amazonensis inibe a produção de IL-6 por LCs, 
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mesmo utilizando anti-CD40 ou anti-CD40 + TNF-α como estímulo. É importante ressaltar 

que a IL-6 foi descrita como uma citocina chave na manutenção de células T regulatórias in 

vitro (PASARE & MEDZHITOV, 2003), no entanto, juntamente com IL-12, IL-6 pode 

mediar a proteção do hospedeiro contra L. donovani (STÄGER et al., 2006).  

 

 

A IL-12 é uma importante citocina pró-inflamatória relacionada à resposta Th1 cuja 

expressão é significativamente reduzida durante a infecção por L. amazonensis em 

camundongos (JONES et al., 2000). Estudos anteriores demonstraram que as DCs são capazes 

de internalizar amastigotas ou promastigotas de L. major e então liberam IL-12p40 para a 

iniciação de uma resposta anti-Leishmania (VANLOUBBEECK et al., 1998; KONECNY et 

al., 1999). Outros autores, entretanto, mostraram que a infecção por L. amazonensis em 

camundongos BALB/c e C3H resulta em uma falha na produção de IL-12 dependente de 

CD40 pelas DCs (QI et al., 2001), o que juntamente com outros defeitos intrínsecos a nível de 

ativação celular pode levar ao desenvolvimento de DCs “semi-ativadas”, descritas como 

células com baixa produção de IL-12 e associadas à indução de células Treg, que estão 

relacionadas ao fenótipo suscetível em hospedeiros infectados por L. amazonensis (XIN et al., 

2007). 

 

Nossos resultados mostraram que L. amazonensis inibiu a produção de IL-12p70 por 

LCs após 24 h de cultura, mesmo quando as células foram tratadas com TNF-α, anti-CD40 ou 

anti-CD40 + TNF-α . Utilizando DCs derivadas da medula óssea de camundongos, Xin e 

colaboradores (2008) observaram que ambas as formas de L. amazonensis, amastigota e 

promastigota, suprimiram a produção de diferentes citocinas produzidas por estas células, 

incluindo IL-12p70, mesmo quando tratadas com os estímulos LPS, IFN-γ/LPS ou IFN-α/LPS 

(Xin et al., 2008). Estes autores descreveram que a supressão da produção de IL-12 nestas 

células está correlacionada com a supressão da ativação da via JAK/STAT. Podemos, então, 

inferir que a inibição da produção de IL-12p70 causada por L. amazonensis em LCs, tratadas 

com diferentes estímulos, pode estar associada à supressão de mecanismos de sinalização 

intracelular, como ocorre com outros tipos de DCs. Assim, cabe investigar mais 

detalhadamente quais mecanismos intracelulares estão envolvidos na determinação de uma 

produção ineficaz de citocinas pró-inflamatórias pelas LCs em resposta à L. amazonensis. 
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A análise da expressão de CD207 nas LCs revelou que nenhum dos tratamentos e nem 

a interação com L. amazonensis ocasionou alteração no perfil de expressão desta molécula na 

superfície celular. Langerina/CD207 tem sido associada ao reconhecimento de patógenos em 

modelos de doenças infecciosas, funcionando como um receptor com importante função na 

captura e apresentação de antígenos a células T (STOITZNER & ROMANI, 2011). 

Utilizando LCs isoladas de pele humana, De Witte e colaboradores demonstraram que 

langerina/CD207 é capaz de se ligar a carboidratos presentes em glicoproteínas no HIV, 

capturando e causando degradação às partículas virais dentro dos grânulos de Birbeck, 

bloqueando então a transmissão do vírus às células T (DE WITTE et al., 2007). Outro estudo 

mostrou que LCs isoladas de pacientes com hanseníase são capazes de apresentar antígenos 

não-peptídicos de Mycobacterium leprae, como o componente da parede celular 

lipoarabinomanana, a clones de células T via langerina/CD207, indicando que as LCs têm um 

papel especializado na apresentação de antígenos na pele (HUNGER et al., 2004). De Jong e 

colaboradores demonstraram também que em LCs isoladas de pele humana, langerina/CD207 

interage com manana e β-glucana, carboidratos presentes na parede celular de fungos. Neste 

estudo foi observado que langerina/CD207 se liga fortemente a uma variedade de espécies de 

Candida e Saccharomyces e Malassezia furfur, mas se liga fracamente a Cryptococcus gattii e 

Cryptococcus neoformans, sugerindo que langerina/CD207 atua como um importante receptor 

de fungos em LCs (DE JONG et al., 2010). Em nossos resultados, não foi observada relação 

entre L. amazonensis e a expressão de langerina/CD207, sendo necessária a realização de 

mais estudos utilizando outras ferramentas metodológicas para compreender qual o papel, ou 

mesmo se há alguma função, da langerina/CD207 na apresentação de antígenos de 

Leishmania por LCs. Carvalho e colaboradores (2012) observaram que a densidade de células 

CD207+ em lesões cutâneas de camundongos BALB/c, após 4 semanas de infecção com L. 

(L.) amazonensis, foi maior do que a densidade celular encontrada em camundongos 

infectados com L. (V.) braziliensis ou no grupo controle. No entanto, após 8 semanas de 

infecção, observou-se um perfil contrário, com aumento significativo da densidade celular na 

infecção por L. (V.) braziliensis quando comparado com L. (L.) amazonensis, que diminuiu 

com a evolução da infecção, mostrando que o papel de diferentes espécies de Leishmania na 

progressão da doença em camundongos está relacionada com diferenças na expressão de DCs 

na epiderme (CARVALHO et al., 2012).  
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Avaliamos também o perfil da expressão de CD40 nas LCs após interação com 

promastigotas de L. amazonensis. Trabalhos desenvolvidos por Soong e cols. (1996) 

mostraram que camundongos BALB/c deficientes para o gene ligante CD40 apresentam 

suscetibilidade aumentada à L. amazonensis, indicando que as interações CD40-CD40L 

desempenham função essencial na resposta imune celular contra parasitas intracelulares 

(SOONG et al., 1996). Boggiatto e cols. (2009) observaram que a expressão de CD40 foi 

diminuída em DCs infectadas com L. amazonensis quando comparado com DCs infectadas 

com L. major (BOGGIATTO et al., 2009). Em outro estudo, Soong e cols. (2008) relataram 

que a infecção de camundongos com amastigotas de L. amazonensis promove um perfil 

imaturo em DCs, com fenótipo caracterizado por baixa expressão de CD40 na superfície 

celular e diminuição significativa na produção de IL-12p40 (SOONG et al., 2008). Em nosso 

estudo, observamos que a expressão de CD40 é diminuída em LCs cultivadas na presença de 

promastigotas de L. amazonensis, e que apesar da adição de TNF-α estimular o aumento da 

expressão de CD40 nas LCs, quando na presença de L. amazonensis, o tratamento não teve 

efeito significativo. Além disso, não foram observadas alterações após a adição de anticorpo 

anti-CD40. Foi demonstrado que a ativação do receptor de adenosina A2B é um dos 

mecanismos utilizados pela L. amazonensis para inibir a maturação de DCs, resultando em 

baixa expressão de CD40 e redução na habilidade de ativar células T, o que não foi observado 

na infecção por L. major e L. braziliensis (FIGUEIREDO et al., 2012). Dessa forma, nossos 

resultados mostram que L. amazonensis inibe a expressão de CD40 em LCs e que o 

tratamento com diferentes estímulos não é capaz de reverter o mecanismo de supressão do 

parasita. 

 

A sinalização via moléculas co-estimulatórias B7 também tem sido associada à 

resposta imunológica contra parasitas de Leishmania, no entanto o papel destas moléculas na 

resistência ou suscetibilidade é ainda controverso. Inicialmente, um estudo realizado por 

Brown e colaboradores (1996) demonstrou que o bloqueio de CD86 em camundongos 

susceptíveis, mas não de CD80, resultava na diminuição da carga parasitária e na produção de 

citocinas Th2 após infecção por L. major, sugerindo que CD86 é uma molécula importante na 

diferenciação de células Th2 (BROWN et al., 1996). Em outro estudo, Elloso e Scott (1999) 

mostraram que a co-estimulação envolvendo CD80 ou CD86 pode resultar tanto na produção 

de citocinas Th1 quanto Th2, indicando que a estimulação por meio destas moléculas é 
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requerida no desenvolvimento inicial tanto de respostas resistentes quanto de respostas 

susceptíveis à Leishmania em camundongos (ELLOSO & SCOTT, 1999).  

 

Os dados obtidos em nosso trabalho mostram que L. amazonensis estimula o aumento 

da expressão de CD86 em LCs, e não foi observada diferença significativa entre os grupos 

tratados com TNF-α, anti-CD40 ou anti-CD40 + TNF-α e o grupo controle. Nossos resultados 

estão em acordo com dados da literatura que demonstraram que a presença de L. amazonensis 

durante a diferenciação de DCs humanas derivadas PBMC aumenta em 56% a expressão de 

CD86 na superfície celular. No entanto, o mesmo estudo também mostrou que ocorre uma 

diminuição na expressão de CD80 e de outros marcadores nestas células, o que resulta em 

uma provável perda de suas características como apresentadoras de antígenos, mostrando que 

L. amazonensis é capaz de modificar a via de diferenciação das DCs (FAVALI et al., 2007). 

Outro estudo relatou efeitos similares em DCs de camundongos, que após interação com L. 

amazonensis apresentaram um aumento significativo na expressão de CD86, tanto nas células 

infectadas como nas não-infectadas. Porém, apesar do aumento da expressão de CD86, as 

DCs permaneceram em um estado de semi-maturação, não sendo capazes de ativar uma 

resposta eficiente de células T (PRINA et al., 2004). Analisando os dados expostos acima e 

tendo em vista que a interação entre promastigotas e DCs leva a uma ativação fraca e 

transitória destas células (SOONG, 2008), podemos então inferir que L. amazonensis estimula 

a ativação das LCs in vitro, como evidenciado pelo aumento da expressão de CD86 nestas 

células, porém de maneira incompleta devido à inibição da produção de citocinas pró-

inflamatórias também observada em nossos resultados. 

 

Como discutido acima, dados da literatura demonstram que L. amazonensis é capaz de 

alterar a função de diferentes tipos de DCs, funcionando como mecanismo de supressão da 

resposta imunológica mediada por estas células contra o parasita. A fim de verificar se os 

estímulos secundários utilizados em nosso estudo podem aumentar a capacidade das LCs em 

gerar uma resposta contra L. amazonensis, nós avaliamos a produção de IFN-γ e IL-4 por 

células do linfonodo utilizando um modelo de co-cultura com LCs. Inúmeros trabalhos já 

demonstraram que IFN-γ é uma das principais citocinas envolvidas no controle da infecção 

por Leishmania, uma vez que é importante para a ativação de macrófagos e consequente 

produção de metabólitos de oxigênio e nitrito que conduzem à eliminação do parasita 



44 

 

 

(KAUTZ-NEU et al., 2012). Em um estudo prévio, Favali e colaboradores (2007) observaram 

uma baixa produção de IFN-γ quando analisaram o sobrenadante de co-culturas autólogas de 

células T e DCs previamente diferenciadas na presença de L. amazonensis, e utilizadas neste 

experimento como APCs. Estes dados sugerem que uma resposta imune ineficiente pode ser 

essencial para a sobrevivência de L. amazonensis nas células hospedeiras infectadas 

(FAVALI et al., 2007).  

 

Nossos experimentos mostraram que quando as células do linfonodo foram co-

cultivadas com LCs previamente estimuladas na presença de L. amazonensis, ocorreu uma 

diminuição significativa na produção de IFN-γ. Além disso, observamos que o tratamento das 

LCs com TNF-α, anti-CD40 ou TNF-α + anti-CD40 não alterou significativamente este 

resultado, pois mesmo com os tratamentos secundários as LCs previamente estimuladas na 

presença de L. amazonensis não foram capazes de ativar um aumento na produção de IFN-γ 

pelas células do linfonodo. Cabe ressaltar que DCs ativadas produzem IL-12p70, citocina que 

regula a proliferação de células Th1 e consequentemente a produção de IFN-γ, e o mecanismo 

de produção de IL-12p70 está associado à via de sinalização mediada pela ligação de CD40 

(BRANDONISIO et al., 2004). Portanto, os resultados obtidos nestes experimentos, 

associados aos baixos níveis de IL-12p70 e diminuição da expressão de CD40, que também 

foram encontrados em nosso estudo, sugerem que L. amazonensis é capaz de inibir a indução 

de uma resposta Th1 mediada por LCs in vitro.  

 

Vários trabalhos demonstram que diferentes mecanismos geram a suscetibilidade de 

camundongos BALB/c à infecção por L. amazonensis. IL- 4 é uma citocina característica da 

linhagem de linfócitos do tipo Th2, e estudos prévios demonstraram sua participação na 

suscetibilidade de camundongos à infecção por L. amazonensis. Em um estudo prévio, QI e 

colaboradores (2001) demonstraram que células de linfonodos de drenagem de camundongos 

BALB/c infectados com L. amazonensis podem produzir ambos os perfis de citocinas, Th1 

(IFN-γ) e Th2 (IL-4 e IL-10), porém a magnitude da resposta Th2, associada a uma maior 

expressão de IL-4 e IL-10, é responsável pelo sucesso da infecção por L. amazonensis quando 

baixos níveis de IFN-γ são encontrados. Além disso, quando DCs de BALB/c são infectadas 

com formas amastigotas de L. amazonensis, passam a secretar IL-4 e estimular a 

diferenciação de células T, preferencialmente para o subtipo Th2 (QI et al., 2001). Diante do 
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importante papel da IL-4 no direcionamento de uma resposta Th2, analisamos também a 

produção desta citocina nos sobrenadantes das co-culturas de células do linfonodo e LCs.  

 

Nossos resultados mostram que não houve diferença significativa na produção de IL-4 

por células do linfonodo quando estas foram co-cultivadas na presença de LCs pré-

estimuladas com L. amazonensis. Além disso, também não observamos diferença entre os 

grupos tratados com os estímulos secundários utilizados neste estudo. Estes resultados 

sugerem que as LCs de camundongos BALB/c pré-estimuladas com L. amazonensis não são 

capazes de induzir uma resposta tipo Th2 nas células do linfonodo in vitro. É interessante 

ressaltar que um estudo prévio mostrou que em camundongos infectados por L. major ocorre 

uma modulação da expressão do receptor de IL-4 em LCs, aumentando sua resposta a IL-4 e 

levando a uma diminuição da produção de IL-12 por estas células, o que poderia contribuir 

para o desenvolvimento de células Th2 e levar à suscetibilidade à infecção (MOLL et al., 

2002).  

 

Tendo em vista a ausência do efeito dos tratamentos utilizados neste estudo e 

analisando os dados expostos acima, é cabível propor que talvez o controle que o parasita 

exerce sobre a resposta imune mediada por LCs seja através de mecanismos intracelulares que 

levam à redução da produção de IL-12, principal citocina pró-inflamatória que leva a uma 

resposta tipo Th1. Estudos recentes apontam que o sinergismo entre receptores TLR e CD40 

afetam a maturação, ativação, sobrevivência e apresentação de antígenos por DCs, podendo 

ativar ou não as funções anti-Leishmania e determinando a natureza das respostas imunes 

(CHANDEL et al., 2014). No entanto, estudos mais detalhados são necessários para 

comprovar essa hipótese nas respostas mediadas por LCs. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

6.1. L. (L.) amazonensis exerce um efeito imunomodulador sobre a resposta imune 

mediada por LCs de camundongos BALB/c, sem alterar a viabilidade das células e 

mesmo quando estas são tratadas com estímulos secundários como TNF-α e 

anticorpo anti-CD40; 

 

6.2. L. (L.) amazonensis inibe a produção das citocinas IL-6 e IL-12p70 por LCs 

estimuladas com TNF-α e/ou anticorpo anti-CD40 in vitro; 

 

6.3. A interação de LCs com L. (L.) amazonensis não altera a expressão de CD207, 

porém leva à redução da expressão de CD40 e aumento da expressão de CD86, o 

que caracteriza um perfil de “semi-maturação”; 

 

6.4. Os tratamentos com TNF-α e/ou anticorpo anti-CD40  não alteram a expressão de 

CD207 e CD86 durante a interação de LCs com L. (L.) amazonensis, e não são 

capazes de reverter o mecanismo de inibição do parasita sobre a expressão de 

CD40 em LCs; 

 

6.5. Nossos dados sugerem também que as LCs pré-estimuladas com L. (L.) 

amazonensis inibem a produção de IFN-γ por células do linfonodo, não havendo 

alteração da produção de IL-4; 

 

6.6. Estes dados em conjunto reforçam a hipótese da existência de um mecanismo que 

leva a uma ativação incompleta ou à inibição das LCs por L. amazonensis. 
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